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した．妊娠 125日に無作為にヒツジ胎仔を 4群に分けた．(1) 顆粒球コロニー刺激因
子（granulocyte-colony stimulating factor，以下 GCSFと略す）群では，胎仔血中
の PMNL 数を増加させるため，妊娠 125 日から 5 日間，50 μg/日の GCSF を胎仔静脈
内に投与した．（2）リポポリサッカライド（lipopolysaccharide，以下 LPS と略す）
群では，胎仔血中の PMNL を活性化するため，妊娠 127 日に 20 mg の LPS を羊水腔内




































ヒトの肺成熟過程は妊娠 3 週から 7 週までの胎芽期，約 5 週から 17 週まで続く偽


















現象を肺胞化と呼ぶ（図 1）．  
3．CLDの病態像の変化 
CLD の病態像は近年の周産期医療の進歩によって変化をして来ている．即ち，古典
的気管支肺異形成（classic bronchopulmonary dysplasia, 以下 classic BPDと略









炎，肺胞上皮過形成，細気管支の扁平上皮化生が挙げられる 15)．  






















































妊娠 125 日，すなわち少なくとも胎児手術後 48 時間以降に，胎仔を無作為に 4 群
に分けて炎症負荷を行った．（1）GCSF群（n= 4）では，妊娠 125日から 129日にかけ
て，2 mLの生理食塩水に溶解した 50 μg/日の GCSF（ノイトロジン Ⓡ，中外製薬，東
京，日本）を胎仔の頸静脈から投与した．（2）LPS群（n = 4）では，妊娠 127日に 2 
mLの生理食塩水に溶解した 20 mgの LPS（Escherichia Coli 055：B5 endotoxin；
Sigma Chemical Co，St Louis，Missouri）を羊水腔内に投与した．（3）GCSF+LPS群
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妊娠 130 日に，帝王切開で胎仔を娩出させ 10 日間の新生仔集中治療を行った．帝
王切開では臍帯を結紮・切離する前に気管切開を行って気管内チューブを挿入，480 
mgの人工肺サーファクタント（SurfactenⓇ，Mitsubishi Tanabe Pharma，Osaka, Japan）
を気管内投与して呼吸窮迫症候群の発症を予防した．娩出後は，体を十分に乾かして
から体重測定を行い，閉鎖型保育器に収容，中性温度環境を維持した上で，間欠的陽
圧換気法で人工換気を行った（Sechrist IV-100B，Sechrist Industries, Inc，
California）．人工換気の初期設定は吸入酸素濃度 60%，換気回数 80 回/分，吸気時
間 0.3 秒，最大吸気圧 35 cmH2O，呼気終末陽圧 5 cmH2O，吸気流量 10 L/分とし，
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動脈血酸素分圧 50 – 80 mmHg，動脈血二酸化炭素分圧 40 – 60 mmHgを維持できる
最低限の吸入酸素濃度と最大吸気圧に調節した．肺機能測定装置（CO2MO+ Model 8100，
Respironics Novametrix，Wallingfold，Connecticut）を用い，Ventilatory Index 
(平均気道内圧 x 吸入酸素濃度 /動脈血酸素分圧，以下 VI と略す)，Ventilatory 
Efficacy Index {3800 /換気回数 x (最大吸気圧 – 呼気終末陽圧) x 動脈血二酸化
炭素分圧，以下 VEI と略す}，単位体重当たりの動的肺コンプライアンス（dynamic 
compliance，以下 Cdynと略す），平均気道内圧（mean airway pressure，以下 MAPと
略す）の 4 項目を，出生後 72 時間まで 12 時間毎，以後実験終了までは 24 時間毎に
計測した． 
72 時間以内に VI が 0.075 を超えた場合には，人工肺サーファクタントの追加投与
を行った．症候性動脈管開存症を予防する目的で，1.0 mgのインドメタシン （Indacin
Ⓡ，Banyu Pharmaceutical，Tokyo，Japan）を出生後 6時間から 72時間にかけて 3回
予防的に投与した．経腸栄養はヒツジの冷凍初乳を用いて日齢 1に 30 mL/kg/日から

















BPD 14,15)の所見について検索した．また， new BPDの特徴であるびまん性の肺胞及び
肺胞管の拡張と多発性小嚢胞病変 16）についても検索を行った．Hart のレゾルシン・
フクシン染色では，弾性線維ネットワークの破壊・再生の結果として生じる肺胞壁内




に PMNL の集積の認められないものをスコア 0，病理組織学的な壊死性変化の認めら
れるものをスコア 5とした． 













VaV = nv x 4πr3 /3 
Sv = nv x 4πr2 
nv = Sv /4πr2 
r = 3VaV /Sv 
6. 肺胞二次中隔容積密度 （図 4） 
Hartのレゾルシン・フクシン染色を施した肺病理切片を用いて，肺胞二次中隔容積
密度を点計測法（point counting method）30)により測定した．拡大倍率 40倍の画像








を用いて測定した．拡大倍率 20 倍の画像を 1 頭当たり 9 カ所抽出してデジタル画像




全ての値は平均値±標準誤差で表した．データは SPSS 23（IBM Corp, IBM SPSS 
Statistics for Mac, version 23.0, Armonk, New York）を用いて統計学的解析を行
った．出生前の PMNL 数と出生後の呼吸機能データの 4 群間における経時的変化の比
較は 2-way repeated-measures ANOVAを用い，経時的変化に有意差が認められた場合
に Dunnettあるいは Scheffeの多重比較検定を行ってそれぞれの時間における 4群間
の差を検定した．実験動物の基礎的データや定量化された組織学的データの 4群間の








かった．胎仔の連続モニタリングにおいて，3 分以上継続する低血圧（平均血圧 35 
mmHg以下）や徐脈（心拍数 100 /分未満）は認められなかった．血液ガス分析では胎
仔の酸血症（pH <7.25）や低酸素血症（PO2 <12 mmHg）は認められなかった．また，
臍帯，卵膜はすべて組織学的観察を行うことが可能であった． 
1. 子宮内炎症の評価 
出生時（妊娠 130 日）までの各群の PMNL 数の経時的変化を図 5 に示した．GCSF 群
では PMNL 数は経時的に増加傾向が認められた．妊娠 129 日以降は妊娠 125 日と比較
して有意な増加であった（p <0.05）．GCSF+LPS群でも PMNL数は同様に経時的な増加
を示したが（p <0.05），妊娠 127日の羊水腔内 LPS投与後に一過性に低下し，妊娠 129
日より再び増加した（p <0.05）．LPS群，対照群では妊娠経過中に PMNL数に有意な変
化は認められなかった．出生時の PMNL数は GCSF群（30.8 ± 8.0 x 103 /μL）及び




臍帯炎の所見を呈していた（図 6 D，H）．一方で残りの 3群においては LPS群で全例
に中等度の PMNL浸潤を認めたものの，1例も壊死性変化を認めなかった（図 6 C, G）．
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対照群 (図 6 A, E），GCSF群 (図 6 B, F)ではいずれも有意な PMNLの浸潤は認めら
れなかった．卵膜の病理組織所見では，壊死性の変化を伴った絨毛膜羊膜炎が LPS群
の 4例中 2例（図 7 C），GCSF+LPS群の 4例中 3例（図 7 D），で認められた．対照群 
(図 7 A)と GCSF群 (図 7 B)では絨毛膜板や卵膜の軽度炎症所見にとどまった．胎盤
実質や絨毛間腔には炎症細胞浸潤や石灰化は認められなかった． 
表 2に各群の臍帯及び卵膜における炎症スコアを示した．臍帯の炎症スコアにおい
て LPS 群及び GCSF+LPS 群は対照群と比較して有意に高値であった（p <0.05）．卵膜









経時的変化を示した．有意な経時的変化は GCSF+LPS 群の VI でのみ認められた．
GCSF+LPS 群において生後 72 時間の VI は生後 12 時間と比較して有意な悪化を認めた
のに対して，他の 3群では VIに有意な経時的変化は認められなかった（図 8 A）．全
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ての群において VEIは生後 72時間から生後 10日にかけて改善傾向を認めたが，その
変化はいずれの群でも統計学的には有意ではなかった（図 8 B）． Cdynも生後 72時
間から生後 10 日にかけて改善傾向を認めたが，その変化はいずれの群でも統計学的
に有意ではなかった（図 8 C）．MAPは生後 72時間から生後 10日にかけて低下傾向を






なかった．New BPD の特徴である肺胞や肺胞管の拡大は GCSF+LPS 群の 4 例全てで認
められたが，他の 3群では 1例も認められなかった．同様に new BPDにおける特徴的






単位容積当たりの肺胞壁面積（Sv）の比較では，GCSF+LPS群（429 ± 43 /cm）は
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対照群（781 ± 56 /cm）より有意に減少していたのに対して（p <0.05），GCSF群（760 
± 55 /cm）及び LPS群（671 ± 72 /cm）は対照群と比較して有意な変化を認めなか
った（図 11 A）． 
単位容積当たりの肺胞数（nv）の比較では，GCSF＋LPS群（1190 ± 282 /mL）は対
照群（9291 ± 2027 /mL）より有意に減少していたのに対して（p <0.05），GCSF群
（8614 ± 2095 /mL）及び LPS群（7768 ± 2302 /mL）は対照群と比較して有意な変
化を認めなかった（図 11 B）． 
平均肺胞半径（r）の比較では，GCSF+LPS群（57.2 ± 6.2 μm）は対照群（27.8 ± 
3.5 μm）より有意に拡大を認めたのに対して（p <0.05），GCSF群（28.7 ± 3.7 μ
m）及び LPS 群（28.7 ± 3.7 μm）は対照群と比較して有意な変化を認めなかった
（図 11 C）． 
6. 肺胞二次中隔容積密度と弾性線維密度 
図 12 Aに各群の肺胞二次中隔容積密度の比較を示した．GCSF+LPS群の二次中隔容
積密度（1.84 ± 0.44%）は対照群（10.8 ± 1.88%）より有意に低下していたのに対
して（p <0.05），GCSF 群（9.39 ± 2.66%）及び LPS群（7.92 ± 2.62%）は対照群と
比較して有意な変化を認めなかった． 
図 12 B に各群の弾性線維密度の比較を示した．二次中隔容積密度の比較とは対照
的に，弾性線維密度は各群間に差は認められなかった（対照群，16.9 ± 2.2%；GCSF








GCSF＋LPS 群において，GCSF の静脈内投与に対して反応性に上昇した PMNL が LPS
投与によって一過性に減少したことは注目に値する．成人呼吸窮迫症候群の急性期に
は好中球がその辺縁プールである肺毛細血管に集積するため末梢血好中球数が減少
すると報告されており 31)，本研究の GCSF+LPS 群においても同様の機序で羊水腔内の
LPSが胎仔 PMNLを肺へ誘導，活性化させた可能性がある．一方で，LPS群でも羊水腔












32)．対照的に，PMNL 数は増加しているものの LPS による活性化を受けていない GCSF
群では，子宮内炎症も肺胞性肺気腫も誘導されなかった．LPS 群では 4 例中 2 例で壊
死性絨毛膜羊膜炎は観察されたものの臍帯には壊死性変化は認められず，明らかな肺
胞性肺気腫も観察されなかった．Matsuda らは極低出生体重児において，壊死性臍帯











































肺高血圧は Galinsky らによっても報告されている 37)．その一方で，対照群と比較し



























復過程によって特徴付けられる classic BPD ではなく，肺胞化の停滞によって誘導さ












発生・発達医学講座 小児病態学分野 教授 呉繁夫 先生に心から厚く御礼申し上
げます． 
本研究を遂行するにあたり，終始御懇篤なる御指導，御鞭撻を賜りました東北大学
病院 総合周産期母子医療センター 准教授 松田直 先生，帯広畜産大学 基礎獣
医学研究部門 病態予防学分野 教授 古林与志安 先生，Monash 大学 解剖学発
達生物学教室 名誉教授 Richard Harding 先生，北海道大学病院 周産母子セン
ター 准教授 長和俊 先生に謹んで感謝の意を表します．  
本研究を遂行するにあたり，技術的な御協力を賜りました東北大学 産科学教室 






1) Fanaroff AA, Stoll BJ, Wright LL, et al; NICHD Neonatal Research Network: 
Trends in neonatal morbidity and mortality for very low birthweight infants. 
Am J Obstet Gynecol 2007;196:147e1-8 
2) Kusuda S, Fujimura M, Uchiyama A, et al; Neonatal Research Network, Japan: 
Trends in morbidity and mortality among very-low-birth-weight infants from 
2003 to 2008 in Japan. Pediatr Res 2012;72:531-538 
3) Stoll BJ, Hansen NI, Bell EF, et al; Eunice Kennedy Shriver National 
Institute of Child Health and Human Development Neonatal Research Network: 
Neonatal outcomes of extremely preterm infants from the NICHD Neonatal 
Research Network. Pediatrics 2010;126:443-456 
4) Latini G, De Felice C, Giannuzzi R, et al: Survival rate and prevalence 
of bronchopulmonary dysplasia in extremely low birth weight infants. Early 
Hum Dev 2013;89:S69-73 
5) Eriksson L, Haglund B, Ewald U, et al: Short and long-term effects of 
antenatal corticosteroids assessed in a cohort of 7,827 children born preterm. 
Acta Obstet Gynecol Scand 2009;88:933-938 
6) Ahn HM, Park EA, Cho SJ, et al: The association of histological 
chorioamnionitis and antenatal steroids on neonatal outcome in preterm 
26 
 
infants born at less than thirty-four weeks' gestation. Neonatology 
2012;102:259-264 
7) Stevens TP, Harrington EW, Blennow W, et al: Early surfactant 
administration with brief ventilation vs. selective surfactant and continued 
mechanical ventilation for preterm infants with or at risk for respiratory 
distress syndrome. Cochrane Database Syst Rev 2007 17;4:CD003063. doi: 
10.1002/14651858 
8) Cools F, Henderson-Smart DJ, Offringa M, et al: Elective high frequency 
oscillatory ventilation versus conventional ventilation for acute pulmonary 
dysfunction in preterm infants. Cochrane Database Syst Rev 2010 8;3:CD000104. 
doi: 10.1002/14651858 
9) Yoder BA, Harrison M, Clark RH. Time-related changes in steroid use and 
bronchopulmonary dysplasia in preterm infants. Pediatrics 2009;124:673-679 
10) Vom Hove M, Prenzel F, Uhlig HH, et al: Pulmonary outcome in former 
preterm, very low birth weight children with bronchopulmonary dysplasia: a 
case-control follow-up at school age. J Pediatr 2014;164:40-45 
11) Vollsæter M, Røksund OD, Eide GE,et al: Lung function after preterm birth: 
development from mid-childhood to adulthood. Thorax 2013;68:767-776 
12) Doyle LW, Faber B, Callanan C, et al: Bronchopulmonary dysplasia in very 
27 
 
low birth weight subjects and lung function in late adolescence. Pediatrics 
2006;118:108-113 
13) Davis RP, Mychaliska GB: Neonatal pulmonary physiology. Semin Pediatr 
Surg 2013;22:179-184 
14) Northway WH Jr, Rosan RC, Porter DY: Pulmonary disease following 
respirator therapy of hyaline-membrane disease. Bronchopulmonary dysplasia. 
N Engl J Med 1967;276:357-368 
15) Thurlbeck WM: Morphologic aspects of bronchopulmonary dysplasia. J 
Pediatr 1979;95:842-843 
16) Jobe AJ: The new BPD: an arrest of lung development. Pediatr Res 
1999;46:641-643 
17) Jensen EA, Schmidt B: Epidemiology of bronchopulmonary dysplasia. Birth 
Defects Res A Clin Mol Teratol 2014;100:145-157 
18) Soraisham AS, Singhal N, McMillan DD, et al: Canadian Neonatal Network: 
A multicenter study on the clinical outcome of chorioamnionitis in preterm 
infants. Am J Obstet Gynecol 2009;200:372 e1-6 
19) Kramer BW, Ladenburger A, Kunzmann S, et al: Intravenous 
lipopolysaccharide-induced pulmonary maturation and structural changes in 
fetal sheep. Am J Obstet Gynecol 2009;200:195 e1-10  
28 
 
20) Moss TJ, Nitsos I, Kramer BW, et al: Intra-amniotic endotoxin induces 
lung maturation by direct effects on the developing respiratory tract in 
preterm sheep. Am J Obstet Gynecol 2002;187:1059-1065 
21) Jobe AH: Effects of chorioamnionitis on the fetal lung. Clin Perinatol 
2012;39:441-457 
22) Lahra MM, Beeby PJ, Jeffery HE: Maternal versus fetal inflammation and 
respiratory distress syndrome: a 10-year hospital cohort study. Arch Dis 
Child Fetal Neonatal Ed 2009;94:F13-16 
23) Matsuda T, Nakajima T, Hattori S, et al: Necrotizing funisitis: clinical 
significance and association with chronic lung disease in premature infants. 
Am J Obstet Gynecol 1997;177:1402-1407 
24) Park CW, Yoon BH, Park JS, et al: A fetal and an intra-amniotic 
inflammatory response is more severe in preterm labor than in preterm PROM 
in the context of funisitis: unexpected observation in human gestations. PLoS 
One 2013;8:e62521 
25) Watanabe T, Matsuda T, Hanita T, et al: Induction of necrotizing funisitis 
by fetal administration of intravenous granulocyte-colony stimulating factor 




26) Lauweryns JM: "Hyaline membrane disease" in newborn infants. Macroscopic, 
radiographic, and light and electron microscopic studies. Hum Pathol 
1970;1:175-204 
27) Askin FB: Pulmonary interstitial air and pneumothorax in the neonate. ed 
Stocker JT, In Pediatric Pulmonary Disease, Hemisphere, New York, 1989;165-
174 
28) Pierce RA, Albertine KH, Starcher BC, et al: Chronic lung injury in 
preterm lambs: disordered pulmonary elastin deposition. Am J Physiol 
1997;272:L452-460 
29) Okajima S, Matsuda T, Cho K, et al: Antenatal dexamethasone administration 
impairs normal postnatal lung growth in rats. Pediatr Res 2001;49:777-781 
30) Weibel ER, Gomez DM: A principle for counting tissue structures on random 
sections. J Appl Physiol 1962;17:343-348 
31) Thommasen HV, Russell JA, Boyko WJ,et al: Transient leucopenia associated 
with adult respiratory distress syndrome. Lancet 1984;1(8381):809-812 
32) Benirschke K, Kaufmann P. Infectious Diseases. In Pathology of the Human 
Placenta, 3rd ed, Springer-Verlag, New York, 1995:537-623 
33) Kramer BW, Ladenburger A, Kunzmann S, et al: Intravenous 
lipopolysaccharide-induced pulmonary maturation and structural changes in 
30 
 
fetal sheep. Am J Obstet Gynecol 2009;200:195.e1-10 
34) Pinar H, Makarova N, Rubin LP, et al: Pathology of the lung in surfactant-
treated neonates. Pediatr Pathol 1994;14:627-636 
35) Janoff A, White R, Carp H, et al: Lung injury induced by leukocytic 
proteases. Am J Pathol 1979;97:111-136 
36) Fujimura M, Kitajima H, Nakayama M: Increased leukocyte elastase of the 
tracheal aspirate at birth and neonatal pulmonary emphysema. Pediatrics 
1993;92:564-569 
37) Galinsky R, Moss TJ, Polglase GR, et al: Intrauterine inflammation alters 
cardiopulmonary but not cerebral hemodynamics during open endotracheal tube 
suction in preterm lambs. Pediatr Res 2013;74:48-53 
38) Hodgman J: Relationship between Wilson-Mikity syndrome and the new 
bronchopulmonary dysplasia. Pediatrics 2003;112:1414-1415 
39) Kallapur SG, Jobe AH, Ball MK, et al: Pulmonary and systemic endotoxin 
tolerance in preterm fetal sheep exposed to chorioamnionitis. J Immunol 
2007;179:8491-8499 
40) Kramer BW, Moss TJ, Willet KE, et al: Dose and time response after 




41) Ueda K, Cho K, Matsuda T, et al: A rat model for arrest of alveolarization 





BPD  bronchopulmonary dysplasia 気管支肺異形成 
Cdyn dynamic compliance  動的肺コンプライアンス 
CLD  chronic lung disease  新生児慢性肺疾患 
GCSF granulocyte-colony   顆粒球コロニー刺激因子 
 stimulating factor  
LPS lipopolysaccharide  リポポリサッカライド 
MAP mean airway pressure  平均気道内圧 
nv     単位容積あたりの肺胞数 
PMNL polymorphonuclear   多核白血球 
 leukocytes  
r     平均肺胞半径 
Sv     単位容積あたりの肺胞壁面積 
VaV     肺胞腔容積密度 
VI ventilatoty index  ベンチラトリーインデックス 
VEI ventitatory efficacy index ベンチラトリーエフィカシー 








































VaV = nv x 4πr3 /3
Sv = nv x 4πr2
nv = Sv /4πr2































*; p <0.05: 各群内でそれぞれ妊娠125日と比較した．(Dunnettの多重比較検定）






















対照群 (A, E)，及びGCSF群 (B, E)ではPMNLの血管壁への浸潤は認められな
































グラフはそれぞれ， A: VI (Ventilatory Index)， B: VEI (Ventilatory




A: VIの推移では有意な時間効果 (p <0.01)，グループ効果 (p <0.05)，及び
交互作用効果 (p <0.05)を認めた (2-way repeated-measures ANOVA)．
GCSF+LPS群における生後72時間のVIは，他の3群に対して有意に高値を示した
(p <0.05, Scheffeの多重比較検定)．
B: VEIの推移では有意な時間効果 (p <0.01)を認めたが，グループ効果及び交
互作用効果は認めなかった(2-way repeated-measures ANOVA)．
C: Cdynの推移では有意な時間効果 (p <0.01)を認めたが，グループ効果及び
交互作用効果は認めなかった (2-way repeated-measures ANOVA)．
D: MAPの推移では有意な時間効果 (p <0.01)を認めたが，グループ効果及び交
互作用効果は認めなかった(2-way repeated measures ANOVA)．
全てのデータは平均値±標準誤差で示した．









































5 0 0 0
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* ：p <0.05 (Dunnettの多重比較検定）
表1 臍帯及び卵膜における炎症スコアシステム
45
臍帯の炎症スコア
0 臍帯にPMNLの集積巣がない
1 臍帯静脈壁内側1/3にPMNLが観察される
2 少なくとも臍帯の2本の血管において血管壁内側1/3にPMNLが観察される
3 臍帯血管周囲のワルトンゼリーにPMNLが観察される
4 汎血管炎と臍帯炎がワルトンゼリーに深く広がって観察される
5 壊死性臍帯炎の病理組織学的所見が観察される
卵膜（羊膜と絨毛膜-脱落膜）の炎症スコア
0 卵膜にPMNLの集積巣がない
1 5つ以上のPMNLの集積巣が，1カ所観察される
2 スコア1の炎症像が2つ以上ないし5から20個のPMNLの集積巣が1カ所観察される
3 スコア2の集積巣が多発性ないし融合性に観察される
4 びまん性ないし密集した急性炎症像が観察される
5 壊死性変化を伴う亜急性炎症ないし慢性の炎症像が観察される
表2 臍帯及び卵膜における炎症スコアの4群間の比較
46
臍帯
卵膜
対照群
(n = 4)
0.3 ± 0.3
1.5 ± 0.3
GCSF群
(n = 4)
0.0 ± 0.0
2.3 ± 0.5
LPS群
(n = 4)
3.5 ± 0.3
4.5 ± 0.3
GCSF+LPS群
(n = 4)
5.0 ± 0.0
4.8 ± 0.3
全てのデータは平均値±標準誤差で示した．
*：p <0.05 （Dunnettの多重比較検定）
*
*
*
*
表3 ヒツジ新生仔の基礎的データの比較
47
出生体重
妊娠様式（単胎/双胎）
性別（雄/雌）
人工肺サーファクタント
総投与量 (mg/kg)
剖検時の肺容量 (mL/kg)
対照群
(n = 4)
2.99 ± 0.48
2/2
3/1
229 ± 30
125 ± 7
GSCF群
(n = 4)
3.49 ± 0.27
2/2
2/2
204 ± 27
101 ± 16
LPS群
(n = 4)
4.28 ± 0.50
2/2
2/2
231 ± 19
93 ± 0
GCSF+LPS群
(n = 4)
3.50 ± 0.45
3/1
3/1
235 ± 32
100 ± 19
